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Abstract 



The use of fungal phosphatidylinositol (PI) 3-kinases to screen for antifungals, is new. Independent claims are 
also included for the following: (1) the use of a cellular system to determine the effect of substances on a PI 
3-kinase overexpressing fungal strain, in comparison with a reference strain; (2) the use of a cellular system to 
determine the effect of substances on the interaction of PI 3-kinases with other proteins; (3) the use of a cellular 
system to determine the effect of substances on the transcription of fungal PI 3-kinase genes; and (4) a test kit 
for screening for antifungal substances, comprising a fungal PI 3-kinase. 
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@ Screeningverfahren und Kits zum Auffinden antifugaler Substanzen 

(g) Die Erfindung baut auf die uberraschende Erkenntnis 

auf, das in Candida albicans, einem dor bedeutendsten 

humanpathogenen Pilze, eine in die Signaltransduktion 

intrazellularer Proteintransportprozesse invoivierte Phos- 
phatidyl inositol 3-Kinase von essentieller Bedeutung fur 

die Virulenz des Keimes im Maus-Candidosis-Modeli ist. 

Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von pilzli- 

chen PI 3-Kinasen zum Auffinden von neuen antifungal 

wirksamen Substanzen mit Hiffe von zelifreien und zellu- 

laren Testsystemen, wobei der EtnfluB von Substanzen 

Oder Substanzgemischen auf die biologische Aktivitat 

solcher PI 3-Kinasen untersucht wird. Ein weiterer Gegen- 
stand der Erfindung Ist die Bereitstellung von Testkits fOr 

den Einsatz von Target-orlentierten, zelifreien und zellula- 

ren Screeningsystemen zur Suche nach Substanzen mit 
I antifungaler Wirkung. 
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Beschreibung 
Hintergnind der Erfindung 

Das Ansteigen der Zablen von Patienten mit einem ge- 
schwachten bzw. geschSdigten Immunsystem fiihit gldch- 
zcitig 7.U cincm cpidcmicardgcn Ansteigen von Hrkranlcun- 
gen, deieo Ursache opportunisdsche pathogene Pilze sind. 
Die imperfekte Hefe Candida albicans ist dabei der Haupter- 
reger invasiver Pilzerkrankungen. Das von ihr verursachte 
Krankheitsbiid wird als Candidosis bezeichnet Urspriing- 
lich ais harmloser Konimensale der tnenschlichen Scbldm- 
hUule vuikoimnend, isL C. albicans bei AJDS-Kranken, nacb 
Immunsuppression bei Oigantransplantationen oder chemo- 
therapeudsch behandelten Patienten wie auch bei anderen 
immungeschwachten Menschen oder Diabetikem in der 
Lage, systemische Mykosen hervorzurufen. Solche System- 
mykosen, bei denen stch der Keim im gesamten Korper aus- 
breitet und die inneren Organe befallt, sind schwierig zu be- 
haodeln und weisen eine hohe Mortalitatsrate auf. Das An- 
gebot der derzeit auf dem Arzneimittelmarkt bedndllchen 
antifungalcn Mcdikamcntc ist voUig unzurcichcnd, da dicsc 
mit unerwiinschten Nebenwirkungen belastet sind und im 
Wirlsoiganisinus eine zu huhe Ibxiziliit und inangelnde 
Spezifiiat aufweisen. AuBerdem werden hei den gegenwar- 
tig verwendeten antifiingalen Pharmaka Resistenzentwick- 
lungen beobacbtet Hin wichtiges Forschungsziel besteht 
deshalb darin, neue antifungal wirksame Substanzen zu fin- 
dcn. Die Schlussdvoraussctzung fur cine schncllc und cf- 
fektive Suche nach solchen Antimykotika ist die Identifizie- 
rung und Charakierisierung neuer molekularer Targets in C. 
albicans. Daneben spielen natUrlich auch andere bumanpa- 
thogene Pilze eine Rolle, auf die sich eine solche Vorgdiens- 
weise gieichermaBen anwenden laBt. Ausgehend von poten- 
tiellen Targets fOr antifungale Substanzen k5nnen effektive 
Testsysteme fUr das Primarscreening entwickelt wecden, die 
gleichzeiug einen hohen Probendurchsatz ennoglichen. Bi- 
nige potentielle Targets fur die Suche nach neuen Leitstiuk- 
turen antifungal wirksamer Substanzen sind bereits idendfi- 
zicrt (Groll ct al. (1998), TVcnds In Microbiology 6, 
3: 117-124). Fur eine erfolgreiche Suche nach neuen Anti- 
mykotika steht die Identifizierung weiteier potentieller Tar- 
gets und die davon abgeleitete Entwicklung Taigec-orien- 
tierter Ibstsysteme im Mittelpunkt des Interesses. 

Hin wichtiges Merkmal eines pathogenen Keimes ist 
seine Virulenz. Darunter veisteht man die Gesamtheit der 
Faktoren, die die krankmachende Wirkung des Keimes im 
Verlauf der Infektion bewirken. Bei C. albicans sind z. B. 
die Adharenz an epitheliale und endotheliale Zellen des 
Wirtes und die Sekretion von sauien Aspartylpioteasen Vi- 
rulenzfaktoren. Auch die Bildung von Hyphen wird als 
wichtige Voraussetzung fur die 'N^ulenz von C. albicans an- 
gesehen. Bisher gibt es jcdoch keine Hinweise, daB Pro- 
teine, die bei der Signaltransduktion intrazellul^er Trans- 
portprozesse eine Rolle spielen, im Zusanmienbang mit der 
\%ulenz stehen. Die Einschrankung bzw. Aufbebung der 
Virulenz von C. albicans oder eines anderen pilzlichen Pa- 
thogens durch Antimykotika ist eine wichtige \brausset- 
zung fur die erfolgreiche Bekampfimg einer Mykose. 

Stand der Tecbnik 

Das Interesse an Proteinen in C. albicans, die an der Si- 
gnaltransdukiion beleiligl sind, fUhrte zur zielgerichlelen 
Suche nach PhosphatidylinositoL 3-Kinasen in diesem Oiga- 
nismus. 

Die in C. albicans gefimdene Kinase CaVps34p (Eck, R.; 
Beer, K.; Wetzker, R.: £MBL-Datenbank-£intragsnummer 
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Y09043) gehort zur Familie der Phosphoiix>sidd 3-Kinasen 
(PI S-Kinasen) eukaryotischer Zellen, deren Veitreter wich- 
tige Funktionen bei der lezeptorstimulierten Signaltrans- 
duktion sowie bei der Regulation des intrazeUuUren >fesi- 
S keUrainsports besitzen. Sie werden aufgrund ihrer Amino- 
sSiuresequenz, SubstratspezifitSt, SensitivitSt gegenttber In- 
hihiuncn sowic ihrer 7Aiordnung zu cincm spcTdfischcn Si- 
gnaltransduktionsweg in diei Klassen eingeteilt (Vanhaese- 
broeck et al. (1997), TIBS 22: 267-272). CaVps34p gehort 
10 zur Klasse m, deren Vertreter das Lipid Phosphaddylinosi- 
tol, ein integraler Bestandteil von Membranen, am Inositol- 
ring in 3'-Stellung phosphorylieren. Als erster Vertreter die- 
ser Klasse war ScVps34p aus Saccharumyces cerevisiae 
idendfiziert worden (Bankaids et al. (1986), PNAS 
15 83: 9075-9079); Robinson et al. (1988), Mol. CeU. Biol 8, 
11: 4936-4948). PI 3-Kinasen der Klassen I und n konnen 
daneben auch Phosphaddylinositol(4)phosphat sowie 
PT(4,5)bisphosphat an Pasidon 3 phosphorylieren. 

Mit Hilfe genedscher Selektionsverfahren in der Backer- 
20 hefe S. cerevisiae wurden mehr als 40 (iene idendtiziert, die 
helm intrazellul^n IVansport vakuol^r Proteine eine 
RoUc spiclcn (Bankaids ct aL (1986), PNAS 
83: 9075-9079; Robinson et al. (1988), Mol. CelL Biol. 8, 
11: 4936-4948). Das Genprodukt von ScVPS34 (vacuolar 
25 protein .sorting) wurde als Teil eines Signaltransdukdons- 
komplexes idendfiziert, welcher beim Sorting loslicher va- 
kuolacer Hydrolasen (z. B. Carboxypeptidase Y, Proteinase 
A und B) vom Golgi-Komplex zur Vakuole eine SchlUssel- 
rolle spick (Herman und Emr (1990), MoL CcU, BioL 10, 
M 12: 6742-6754). Dabei handelt es sich um einen rezeptor- 
veniiittellen vesikularen IVansportprozefi. 

Die Untersuchungen in S. cerevisiae haben ergeben, dafi 
das Sorting vakuolarer Hydrolasen (z. B. Carboxypeptidase 
Y) tatsachiich auf der PI 3-Kinase-Aktivitat von ScVps34p 
35 beniht (Slack (1995), J, Biol. Chem. 269, 
50:31 552-31 562), Das gebUdete PI(3)phosphat ist auf 
noch ungeklarte Weise in die Enospung und Abschniirung 
der proteinbeladenen Vesikel an der cytoplasmalischen Seite 
des (jolgi-Komplexes involviert 
40 Rs gibt auBcrdcm Bcfiindc, nach dcncn ScVps34p auch 
bet verschiedenen Schritten der Endozytose eine RoUe qnelt 
(Gammie et al. (1995), J. (>UBioL 130: 553-596). 

ScVps34p ist in S. cerevisiae mit der Proteinkinase 
ScVpsl5p assoziiert Diese Serin-Threonin-Kinase rekru- 
45 tiert ScVps34p zur Golgi-Membran und stimuliert uber die 
membranassoziierte Komplexbildung mil ScVps34p dessen 
?T 3-Kina.se-Aktivitat (Stack et al. (1995), J. Biol. Chem. 
269, 50: 31 552-31 562; Schu ct aL (1993), Science 260. 
88-91). 

50 Nicht alle Proteintransportpiozesse in Richtung Vakuole 
laufen uber den dargestellten Transportweg. So vnrd die AI- 
kalisdie Phosphatase, ein Protein der Vakuolenmembran, 
uber einen allemativen Weg dorOiin uansportierl (Slack el 
aL, log. cit.). 

55 Mutanten aus S. cerevisiae, bei denen ScVPS34 deledert 
wurde, sind bei Temperaturen uber 30°C nicht lebensfahig, 
sekrederen losliche vakuolare Proteine und besitzen Defekle 
bei der Vakuolenazidifizierung und -verteilung auf die Toch- 
terzellcn (Pryer et al. (1992), Arm. Rev Diochcm. 

60 61:471-516); Raymond et al. (1992), Mol. Biol. Cell 
3: 1389-1402). AuBerdem weisen die Mutanten einen De- 
fckl bcim Transport cndozydcrtcr Vcsikcl hin zur Vakuole 
auf (Munn et al. (1994), J. CeU. BioL 127: 373-386). 
Auch in Huiiranzellen wurde eine Phosphaddylinositol- 

65 spezifische PI 3-Kinase gefunden (Volinia et ol. (1995), 
EMBO J. 14: 3339-3348); Panaretou et al. (1997), J. BioL 
Chem. 272: 2477-2485). Diese zeigt auf Aminosaureebene 
37% IdendtSt zu Sc Vps34p aus S. cerevisiae. l^tz dieser 
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Sequenzhomologie gibt es jedoch biochemische Unter- 
schiede in der SensitivitSt gegenUber dem bekannten PI 3- 
Kinase-Inhibitor Wonmannin und gegenUber geringen Kon- 
zcntrationen eines nicbdoDischec Deteigenz. AuBerdem fin- 
det nur bei Sc Vps34p aus ceievi'siae eine Autophosphoiy- S 
lierung statt (Volinia et aL log. cit). 

Deschieibting derErfindung 

CaVPS34 aus C. albicans wurde zunSchst molekularge- lO 
nedsch charakterisiert Mittels Soutbernanalyse konnte ge- 
zeigt werden, daB das Gen nur in einer einzigen Kopie im 
Genum von C. albicami vodiegl (single*copy Gen). AtS&c- 
dem wurde die Expression des <iens unt^ verschiedenen 
Wachstumsbedmgungen untersucht. Die Expression von 15 
CaVPS34 konnte unter alien getesteten Wachstumsbedin- 
gungen nachgewiesen werden. WShrend der exponenriellen 
Wachstumsphase der Sprofizellen und wahrend der Hildung 
von Hyphen verstarkt sich die TVanskripdon des Gens auf 
das 8- bis lOfache. Die Heguladon der Expression von 20 
(^aVPS34 korreliert mit dem iniensiven Metabolismus der 
Zcll(m untcr dicscn Bcdingungcn. Voraussetzung fiir die 
weitere fiinkdoneile Charakterisierung von Ca VPS 34 in C. 
albicans war die Henildlung einer CaVPS34-NulliuuUinle, 
Da C. albicans diploid ist und keine sexuelle Phase aufweist, 25 
muBte die Disruption beidcr Allele des Gens sequcntiell er- 
folgen. Das wurde durch ein wiederholtes Replacement von 
CaVPS34 durch eine Reporter-Gen-Kassette erreichL Die 
Lcbcnsfahigkcit der homozygotcn Mutantc zcigt, dafi cs 
sich bei CaVPS34 in C. albicans nicht um ein essentielles 30 
Gen handell. 

Es folgte die phanotypische Charakterisierung der Mutan- 
ten. Zunachst wurden dabei morphologiscbe Charakteristika 
verglichen. Dabei zeigte die heterozygote Mutante keinen 
Unterschied zum Wildtyp. Die Zellen der Nullmutante sind 35 
jedoch vergroBert und weisen zu einem hohen Prozentsatz 
stark vergroBerte Vakuolen auf, wobd fast das gesamte Lu- 
men der Zellen durch die Vakuolen ausgefullt ist. Aucb das 
Wachstum beider Mutanten wurde vergleichend zum Wild- 
stamm untersucht. Dabei zcigtc die Nullmutante ein vcr- 40 
iangsamtes Wachstum. 

Die Fahigkeit von C. albicans. Hyphen zu bilden, wird ais 
ein wichtiger Vunlenzfakior diskutiert. In diesem Zusam- 
menhang wurde iiberpruft, ob die CaVPS34-Mutanten noch 
in derLage sind, den mor^oLogischen Switch vom SproB- 45 
zellwachstum zum hyphaien Wachstum (Dimorphismus) 
aaszufUhren. Unter verschiedenen Hyphenindukdonsbedin- 
gungen wurde gezeigt» daB das FeUen von CaVPS34 die 
Bildung von Hyphen deutlich verzogert 

Untersuchungen zum Verhalten der Mutanten bei osmod- 50 
schem StreB ausgeldst durch NaCl oder KQ etgaben eine 
erhohte Sensidvitat der CaVPS34-Nullmutante. Diese man- 
gelnde Anpassung an den osmodschen StreB isl wahrschein- 
lich auf die dngeschrankte Funkdonsfahigkeit der Vakuole 
in der Nullmutante zuriickzufiihien. 5S 

Eine wichdge Voraussetzung fiir die Pathogenese einer 
syslemischen Candida-Infekdon isl die Adharenz von Can- 
dida-Zellen an Humanzellen (Fpithetien und Hndothelien). 
Die Adhaienz ist eine der Bedingungen ftir die Penetradon 
von Candida ins Gewebe und damit fur die Ausbreitung der 60 
Infekdon. Bs exisdeien eine Reihe etablieiter Tbsts, mit de- 
rcn Hilfc die Adharenz quandtativ crmittclt werden kann. 
Der verwendete Ansatz geht auf den Nach weis der adharier- 
len Zellen durch Calcofluor-Faibung und Fluoreszenztues- 
sung zurUck (Boig-von Zepelin et al, (1995), Mycoses 65 
38: 339-347). Die Adharenzversuche wurden mit Maus-Fi- 
brobiasten und HeLa-Karzinomzeilen durchgefulut. Die 
Adharenz der CaVPS34-Nullmutante an diese Zellen war 



unter den getesteten Bedingungen fast vollstandig gehemmL 

Dieses Ubeiraschende Eigebnis wies erstmals auf ein 
mdglicherweise ver^dertes Virulenzvecfaalten von C. albi- 
cans-Zellen, denen die von CaVPS34 kodiette PI 3-Kinase 
fehlt, hin. Bisher war nicht bekannt, daB zwischen dem in- 
trazellu^n IVanspon von Proteinen und der AdhMrenz an 
andcrc Zellen dn .<to1chcrZusammcnhang bcslcht 

Aus diesem Grunde wurde zunachst im altemadven Tier- 
modell untersucht, inwieweit das Fehlea voo CaVPS34 ei- 
nen BinfluB auf die Mrulenz von C. albicans hat Im Hlih- 
nerei-Candidosis-Modell (Hard et aL (1995), Drug Research 
45 (H), 8: 926-928) konnte eine signifikance Abnahme der 
Virulenz der CaVPS34-Nulliiiuiante gegenUber dem Wld- 
stamm nachgewiesen werden. D^ Nachwds dner mOgli- 
chen Beteiligung von CaVPS34 an der Auspragung einer 
Candidosis war die Voraussetzung fur die Duichfuhrung 
entsprechender Untersuchungen im Maus-Candidosis-In- 
fektionsmodell. 

Das Maus-Candidosis-Modeli ist der derzdt weltweit 
anerkannte Virulenztest fiir pathogene Keime. Ober einen 
ZeiU^aum von drei Wochen wurde die tJberlebcnsrate von 
Mauscn vctglichcn, dcncn a) C. albicans 'Mldtypstamm- 
ZeUen oder b) C. albicans CaVPS34-Einfachmutanten-2^l- 
len oder c) C. albicans CaVPS34-Nullmuumlen-Zellen in 
drei verschiedenen Keimkonzentrationen intravenSs appli- 
ziert worden waien. Dabei stellte sich heraus, daB die Aus- 
pragung einer systemischen Candidosis mit Befall der Nie- 
ren und anschlieBendem Nierenversagen durch die Knfach- 
mutantc im Vcrgldch zum Wldtypstamm langsamcr vcr- 
lauft Von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Idendfizie- 
rung von (}aVps34p als TVirget fur andfungale Substanzen 
war jedoch die beobachtete Avirulenz der Nullmutante 
(Abb. 1). Die tJberlebensrate der mit der CaVPS34-Nuli- 
mutante inokulierten Mause betrug nach 20 Tagen in alien 
Keimzahlen 100%. Nach AbschluB des Versuches wurden 
die Nieren dieser Here untersucht, wobei kein Vorkommen 
von Candida-Zellen festgestellt werden konnte. 

In einem weiteren Versuch wurden je drei Mause pro 
Candida-Stamm drei Tage nach der Keimapplikation getotet 
und auf den Befall ihrcr Nieren mit C. albicans untersucht. 
Dabei wurde im Gegensatz ru Wildtypstamm und Einfach- 
mutante keine Besiedlung der Nieren der mit der CaVPS34- 
Nullmutante infizierten Mause festgestellt. 

Diese Ergebnisse belegen die vollig Oberrascbende Tatsa- 
che, daB CaVps34p eine zellu^ Funkdon besitzt, die fiir 
die Vinilenz von C. albicans von essendell^ Bedeutung isL 

Daraus ergiht sich die M5g1ichkeit, CaVps34p als Tzrget 
fur antifiingale Substanzen in geeigneten Testsystemen ein- 
zusetzen. Die Lipidkinasefunkdon der von CaVPS34 ko- 
dierten PI 3-Kinase dgnet sich beispielsweise hervonragend 
fur ein Screening mit hohem Duichsatz. 

Fiir die Etablierung dues PI 3-Kinase-Assays mit C. albi- 
cans wurde untersucht, weiche PI 3-Kinase-AkdviUiLen in 
Wdstamm und Nullmutante vorliegen. albicans Ptotein- 
lohextrakte wurden in cytosolische und membranose Frak- 
tionen aufgetrennt und im in vitro Assay der PI 3-Kinaseak- 
dvilal eingeselzt Im ^^^dstaInm war die PI 3-Kinaseakdvi- 
tat der Membranfraktion hoher als die des Cytosols. Die 
NuUmutante zeigte eine geringe PI 3-Kinase-Re$takdvitat 
Durch Zugabe von Phosphatidylinositol(4)phosphat und 
PbosphaddyUnositDl(44)bisphosphat zum PI 3-Kinase-As- 
say wurde das Substratspcktrum der in C. albicans vorkom- 
menden PI 3-Kinase(n) untersucht Unter den gewahlten Be- 
dingungen wurde ausschlieBlich Phospbaddylinosilol phos- 
phorylierL 

In einem weiteren Versuch wurde die Hemmbarkdt mit 
dem bekannten PI 3-Kinaseinhibitor Wortmannin unter- 
sucht. Die PI 3-Kinaseakdvitat der Proteinexdakte des 
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Wildstamms wurde durcb micromolare Konzentradonen 
von Wortmannin deutlich gehemniL 

Die PI 3-Kinase (!aVps34p aus C. albicans wurde somit 
unerwaiteterweise als neuartiges molekulares Target fOr die 
antifungale llierapie identifiziert upd bildet damit die V)r* S 
aussetzung fUr das Aufiinden neuer Substanzoi mit antimy- 
kotischcr Wirkung. 

Diese Erkenntnis wild erfindungsgemaB fUr die Btablie^ 
rung von zellfceien und zellularen Ibstsystemen zur Suche 
nach Inhibitoren pilziicher PI 3-Kinasen genutzt, wobei der lo 
Schwerpunkt auf C albicans liegt. Die folgende Erfindungs- 
beschreibung bezieht sich auf C. albicans als bevorzugte 
Austuhningsfonu, kann aber in analoger W^se aucb auf an- 
dere Pilze ttbertragen werden. 

Die Erfindung betriSt die Verwendung von pilzlichen PI 15 
3-Kinasen zum Screening nach antifungal wirksamen Sub- 
stanzen. 

Die erfindungsgemSBe Verwendung erfolgt in zellfreien 
Oder zellularen Testsystemen. 
Hin zdlfreies Testsystem ist z. B. 20 

a) cin System zur Bcstimmung dcr PI 3-Kinascaktivi- 
tat unter dem Einflufi zu testender Substanzen, oder 

b) ein Verfahren zur Unlersuchung der Inleraktionen 
pilziicher PI 3-Kinasen mit anderen Proteinen unter 25 
dem EinfluB zu testender Substanzen. 

Ein zellulares Testsystem ist z. B. 

a) ein zellulares System zur Untersuchung der Wir- 30 
kung von Substanzen auf einen eine PI 3-Kinase uber- 
exprimierenden Pilzstamm im Veigleidi zu einem Re- 
ferenzstamm, oder 

b) ein System zur Untersuchung der Interakiionen 
pilziicher PI 3-Kinasen mit anderen Proteinen unter 35 
dem EinfluB zu testender Substanzen, oder 

c) ein System zur Untersuchung des Einfiusses zu te- 
stender Substanzen auf die Transkription von (ienen 
pilziicher PI 3-Kinasen. 

40 

Eine pilzliche PI 3-Kinase im Zusammenhang mit der 
vorliegenden Erfindung ist z. B. CaVps34p aus C. albicans 
oder eine zu (3aVps34p aus C. albicans funktionshomologe 
Phosphatidylinositol 3-Kinase aus einem andereo pilzlichen 
Organismus. Dieser kann z. B. aus der Gruppe dcr human- 45 
pathogenen Pilze, zu der neben Candida albicans auch C. 
stellatoidea, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. knisei, C. gla- 
brata, C. pseudodrapicalis, C. guillennondii, C. rugosa, As- 
pergillus fumigatus, A. flavus, A. niger, A. nidulans, A. ter- 
reus, Rhizc^us oryzae, Absidia coiymbifera, A. ramosa, 50 
Mucor pusiUus, Trichophyton mentagrophytes, T. nibnun, 
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis und andere 
gehoren, ausgewahll werden, oder aber ein nichl huuianpa- 
thogener Pilz wie z. B. Saccharomyces cerevisiae, Schizo- 
saccbaromyces pombe oder Kluyveromyces lactis sein. Be- 55 
vorzugt ist die PI 3-Kinase CaVps34p aus C. albicans. 

Eine Ausfiihrungsfonu der Erfmdung ist die Ibslung von 
reinen Substanzen oder Substanzgemischen auf ihre inhibi- 
toriscbe A^uioing auf die PI 3-Kinaseaktivitat aus C. albi- 
cans oder anderen relevanten Pilzen. Die PI 3-Kinaseaktivi- 60 
tat wird im Mikrotiterplattenformat oder einem Shnlichen 
Verfahren, welches cincn hohcn Durchsatz zu testender Sub- 
stanzen erlaubt, gemessen. Ein solcher PI 3-Kinaseaktivi- 
latsLesl kann iui wesenQichen wie in der Lileratur beschrie- 
ben durchgefiihrt werden (Stack et al. log, cit.). ^ 

Der Tcstansaiz besteht a) aus dem auf eine der welter un- 
ten genannten Moglichkeiten gewoimenen Enzym, b) dem 
Substrat (Lipidgemisch, mindestens enthaltend Phosphati- 



dylinositol), c) ATP und [Y-^^P] ATP als Phosphorylienings- 
reagenz, d) dem Reaktionspuffer sowie e) verschiedenen 
Konzentrationen der zu testenden Substanz. Die Reakdon 
wild mit der zu testenden Substanz vorinkubiert, durch 
AlV-Zugabe gestartet und nach 5 min mit HCl abgestoppt 
Daran sdilieBt sich die Bxtiakdon der Lipide an. Der Anteil 
dcs cingebautcn wind nach Zugabe cincs flussigcn Scin- 
tillators in einem Cecenkov-Counter vermessen. Als Ver- 
gleich wird ein PI 3-Kinase-Standatd-Assay ohne Zugabe 
von Substanzen durchgefUhrt Liegt der gemessene Wert ftir 
eine Probe mit Substanzzugabe unter dem Weit des PI 3-Ki- 
nase-Standards, so besitzt diese Substanz inhibitorische 
Wirkung auf die PI 3-Kinase-AkdvilaL 

In solchen Testsystemen weiden als mdgliche Ausfilh- 
rungsformen der Erfindung Zellextrakte von C. albicans, re- 
kombinant hergestelltes CaVps34p oder immunprazipitier- 
tes CaVps34p fUr einen PI 3-Kinaseassay eingesetzt. 

Proteinrohextrakte aus C. albicans oder anderen relevan- 
ten Pilzen werden hergestellt, indem Zellen aus der logarith- 
mischen Wachstumsphase in einem geeigneten Pufter auf- 
genommen, aufgeschlossen und die Homogenate mittels 
Zcntrifugadon von den ZcUtriimmcm abgctrcnnt werden. 
Eine weitere Moglichkeit besteht darin, durch cine anschiie- 
Bende UllrdzenlrifugaLion cyloplasmalische und membra- 
n6se Fraktionen abzutrennen und anschlieBend im PT 3-Ki- 
nase- Assay einzusetzen. 

Fur die Gewinnung von rekombinantem CaVps34p eig- 
nen sich vor allem eukaryotische Expressionssysteme, da 
hicr notwcndigc posttranslationalc Modifikadoncn in vivo 
erfolgen koimen. Die Auswahl solcher Expressionssysteme 
ist groB, Beispiele sind Saccharomyces cerevisiae, Schizo- 
saccharomyces pombe, Insektenzellkulturcn (Sf9), die das 
Baculovinis-System enthalten oder auch humane Zellinien 
(z. B. COST). Dazu wird die proteinkodierende Sequenz in 
an sich bekannier Weise in einen entsprechenden Expressi- 
ons vektor klonierL Um das gewUnschte Protein nach der 
Expression gut aufrcinigen zu konnen, wild es als Futons- 
protein z. B. mit Glutadiion-S-'l\ansfcrase oder einem Poly- 
histidin-Pepdd (His-Tag) hergestellt und nach der Reini- 
gung ubcr G1utathion-Sq)harase bzw. Nickcl-NTA wicdcr 
abgespalten. AnschlieBend wird das gereinigte Protein im PI 
3-Kinase-Assay eingesetzt 

Eine andere Mdglicfakeit der (lewinnung von (3aVps34p 
besteht in der nativen ImmunprSzipitation aus Zellextrakten 
von C. albicans mit Hilfe von Antikdrpem. 

CaVps34p kann als weitere Maglichkeit auch aus trans- 
formierten C. albicanst- oderS. cercvisiae-Tellen immunprg- 
zipitiert w^tlen, die das Candida-Gen auf einem Multicopy- 
Plasmid enthalten. CaVps34p kann aus diesen Zellen eben- 
falls durch pardelle Reinigung mittels AmmoniumsulfatfUl- 
lung gewonnen werden. AuBerdem konnen auch Proteirux)- 
hextrakte bzw. Proleinfraktionen solcher Zellen im Test ein- 
gesetzt werden. 

Die Erfindung umfaBt weiterhin dieTestung vonSubstan- 
zen auf ihre mdgliche inhibitorische \\^ung auf die Inter- 
aktion von CaVps34p mit anderen Proteinen beispielsweise 
uiil Hilfe eines Affinitatssensors. Dabei wird CaVps34p auf 
der Sensomberflache immobilisiert. Nach Zugabe eines 
moglichen Interakdonspartners (z.B. CaVpslSp, Ca- 
Secl4p) und der zu testenden Substanz kann die Starke und 
Kinedk der Interakdon gemessen werden (Buckle et aL 
(1993), Bioscns. Bioclcctron. 8:355-363; Cush et aL 
(1993), Biosens. Bioclectron 8:347-353; Rubio et aL 
(1997), Bio Techniques 22: 269-271; End et al. (1993). J. 
BioL (liem. 268: 10 066 10 075). 

Die erfindungsgemafie Verwendimg von CaVps34p oder 
einer anderen pilzlichen PI 3-Kinase kann auch als Target in 
einem zellularen Ibstsystem, welches auf der Oberexpres- 
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sion des genannten Proteins in einem entspiechenden euka> 
ryotischen System (C. albicans fur CaVps34p) beruht, erfol- 
gen (Europaische Patentanmeldung Nr. 816,511). 

Grundlags dieses Tests isl, daB Zellen, die ein besiimmtes 
Protein in vielfach hoherer Konzentration als norraal enthal- 
ten, gegenUber einem Inhibitor dieses Ptoteins eine gerin- 
gcrc Scnsidvitat aufwciscn. Die Wirksamkcit cincr be- 
stimmten Substanz als Inhibitor des Zielproteins ist am 
deutlich schlechteren Wachstum des Kontcollstammes im 
Vergleich zum Oberexpressionsstanun erk^snbar. Die An- 
wendbaikeit dieses Testsystems bangt vom Efifekt ab, den 
der Aktivitatsverlust der PI 3-Kinase auf den pilzlichen Or- 
ganismus hat. FUr C. albicans konnte dtirch (He Erzeugung 
von (!aVPS34-Nullmutanten gezeigt werden, dafi in diesem 
Fall das Wachstum l,8fach verlangsamt ist 

Im konkreten Fall wird CaVPS34 in an sich bekannter 
Weise in einen t)berexpressionsvekcor kioniert und in C. al- 
bicans transformiert. Parallel dazu erfolgt cUe TVansforma- 
tion mit dem Ausgangsvektor. Nach Zugabe potentieller In- 
hibitoren und einer gewissen Inkubationszeit wird das 
Wachstum der Zellen mit UberexprimierterPhosphaudylino- 
sitol 3-Kinasc mil dcm Wachstum dor Kontrollzcllcn vcrgli- 
chen. Die Messung des Wachstums der Zellen in Mikrotiter- 
platten erfolgt durch turbidiiiielrische Verfahren. Die gete- 
stete Substanz besii?! inhihitorische Wirkung auf 
CaVps34p, wenn die Kontroilzellen deutlich schlechter als 
die Uberexpressionszellen wachsen. 

Die Testung der moglichen inhibitorischen Wirkung von 
Substanzcn auf die Intcraktion von CaVps34p mit andcrcn 
Proteinen kann in cincr weiteren moglichen Ausfiihrungs- 
form der Erfindung durch den Einsalz von Zwei-und Multi- 
hybridsvstemen in S. cerevisiae erfolgen (Chien et al. 
(1991), PNAS 88: 9578-9582); Munder und Fiirst (1992), 
MoL CeU. Biol, 12, 5: 2091-2099). Dabei wird eine pilzU- 
che PI 3-Kinase z. B. als Fusionsprotein mit der DNA-Bin- 
dedomane des Transkripdonsfakiors (iAL4 (C.hien et al. log. 
cit.); und das into-agierende Protein als Fusionsprotein mit 
der Aktivierungsdomane von GAL4 in S. cerevisiae als zel- 
lulares System hergestellt. Nur bei einer stattfindenden In- 
tcraktion der bcidcn Pmtcinc kommt cs zur TVansaktivic- 
rung und damit zur Expression des hinter der DNA-Binde- 
domane des Transkriptionsfaktors befindlichen Reporter- 
gens. B- einer Hemmung der Wechselwirkung der unter- 
suchten pilzlichen PI 3-Kinase und dem Effektorprotein 
durch Testsubstanzen unterbleibt die Expression des Repor- 
tergens. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Testung von 
Substanzcn auf ihre direkte Wuiamg auf die Expression von 
CaVPS34. Dabei werden die Northernanalyse oderzellulSre 
Reportersysteme (Heim und FUrst (1997), BlOforum 
11: 597-602) angewcndet. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfin- 
dung beUilTl die Bereilslellung von Ibslkils zum Screening 
nach antifimgalen Sustanzen, gekennzeichnet dadurch, dafi 
darin eine pilzliche PI 3-Kinase enthalten ist. 

Die Testkits sind beispielsweise dadurch gekennzeichnet, 
dafi 

a) die Komponenten dnes zellfreien PI 3-Kinase-As- 
says, oder 

b) die Komponenten fUr ein zellfi^ies Ibstsystem zur 
Untcrsuchung der Intcraktioncn pilzlichcr PI 3-Kina- 
sen mit andeten Proteinen unter dem Einflufi zu testen- 
der Substanzen, oder 

c) die Komponenten eines zellulSren Testsystems auf 
der Gnmdlage des Vergleichs des Wachstums eines PI 
3-Kinase-Uberexpi:essions$tammes im Vecgleich zu ei- 
nem Referenzstamm unter dem Einflufi zu tes tender 
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Substanzcn, oder 

d) die Komponenten eines zellularen Testsystems zur 
Untersuchung der Interaktionen pilzlicber PI 3-Kina- 
sen mit anderen Proteinen unter dem Einflufi zu testen- 

5 der Substanzen (Zweihybridsystem), oder 

e) (tie Komponenten eines zellularen Ibstsystems zur 
Untcrsuchung des FJnfl asses zu tcstcndcr Substanzcn 
auf die IVanskription von Genen pilzlicher PI 3-Kina- 
sen 

to 

darin enthalten sind. 

Die Komponenten dnes zell&eien Ibstkits fiir einen PI 3- 
Kioase-Assay umfassen i) eine pilzliche PI 3-Kinase, ii) das 
Substrat (Li[n4geimscb, mindestens enthaltend Phosphati- 
15 dylinositol), iii) dn Gemisch aus ATP und [y-^^P ] ATP, iiii) 
den Reaktionspuffer. 

Die Komponenten eines zellfreien Elisa-lbstkits fUr einen 
Ijpidhindungs- Assay umfassen i) eine pilzliche PT 3-Ki- 
nase, ii) deten Antikorper iii) an dnen T^ager gebundenes 
20 PhosphatidylinositoU iiii) den Bindungspuifer, iiiii) ver- 
schiedene Waschpufifer, iiiiii) enzymkonjungierte anti-Ig(i- 
Antikdipcr (Enzym konnte zum Bcispicl die Peroxidase 
sein), iiiiiii) Enzymreaktionspuffer. 

Die Komponenten eines zellfreien Tbsikits fiir einen Pro- 
25 tdnkinase- Assay umfassen i) eine pilzliche PI 3-Kinase, ii) 
das Protcinsubstrat, iii) ein Gemisch aus ATP und [y-^^P] 
AlP, iiii) den Reaktionspuffer. 

Die Komponenten eines zellfreien ELISA-Testkits fiir ei- 
nen Protcinkinasc- Assay umfassen i) cine pilzliche PI 3-Ki- 
30 nase, ii) das Protcinsubstrat, iii) Antikorper gegen dne 
phosphorylierte Aininosaure, iiii) Bindungspuifer, iiiii) 
Waschpuffer, iiiiii) Reaktionspuffer. 

Die Komponenten eines zellfreien Ibstkits fiir einen Au- 
tophosphorylierungs-Assay pilzlicher PI 3-Kinasen umfas- 
35 sen i) eine pilzliche PI 3-Kinase, ii) ein Gemisch aus ATP 
und [f-^^] ATPi iiii) den Reaktionspuffer. 

Die Komponenten eines zellfreien ELISA-Testkits fiir ei- 
nen Autophosphorylierungs-Assay pilzlicher PI 3-Kinasen 
umfassen i) eine pilzliche PI 3-Kinase, ii) Antikorper gegen 
40 cine phosphorylicrtc Aminosaurc, iii) Bindungspuffcr, iiii) 
Waschpuffer, iiiii) Reaktionspuffer. 

Ein Testkit fiir die zellfreie Untersuchung von Interakdo- 
nen einer pilzlichen PI 3-Kinase mit anderen Protdnen ent- 
halt eine pdlzliche FI 3-Kinase und mindestens ein interagie- 
45 rendes Protein (z. B. pilzliches VpslSp). 

Komponenten eines Tbstkits fOr ein zellulSres Ibstsystem 
auf der Gnmdlage des Veigleichs des Wachstums dnes PT 3- 
IQnase-Ubeiexpresnonsstammes im Vergleich zu dnem 
Referenzstamm unter dem Einflufi zu testender Substanzen 
50 sind I) eine pilzliche FI 3-Kinase auf einem tJbeiexpressi- 
onsvektor in einem entsprechenden pilzlichen Expressions- 
stamm (z. B. CaVFS34 in C. albicans Qberexprimiert), ii) 
dfx pilzliche Expressionsslaimn mil dem Ausgangsveklon 
Die Komponenten eines Tbstkits fOr ein Zweihybridsy- 
55 stem umfassen z. B. eine pilzliche PI 3-Kinase als Fusions- 
protein mit der DNA-Bindedomane des TVanskriptionsfak- 
lors GAL4 (Chien el al., log. dt.); und das intenigierende 
Protein als Fusionsprotein mit der Aktivierungsdomane von 
GAM. 

60 Kin Testkit fur die Analyse der Expression einer pilzli- 
chen PI 3-Kinase nuttels Reportergenassays ist beispiels- 
weise dadurch gekennzeichnet, dafi cr den Promotcrbcrcich 
dner pilzlichen PI 3-Kinase als Fusion mit einem Reporter- 
gen (z. B. Gen ftir das Griin FLuoreszierende Protein (Chal- 
65 fie etal. (1994), Science 263: 802 805)) enthalt. 

Im folgenden experimentellen Teil wird die Erfindung ex- 
emplarisch mit der PI 3-Kinase CaVps34p aus C. albicans 
beschrieben. Sie kann aber in analoger Weise auch mit ande- 
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ren pilzlichen PI 3-Kinasen durchgefuhrt werden. Hcrstellung der CaVPS34-Nuliinutante 

ExperimeDteller Teil Varaussetzung fUr die wdtere fiinktionelle (Iharakterisie- 

rung und Evaluiorung als potentielles Ibrget von CaVPS34 

. Isolierung und Kloniening von CaVPS34 ^ in C. albicans war die Herstellung einer Ca VPS34-NuUinu- 

tante. Da C. albicans diploid ist und keine sexuelle Phase 

Hs wurdcn die Scqucnzcn bcrciLs bckannrer PI 3-, PT 4^ aufwcist, muSlc die Disruption hcidcr Allele des Gens sc- 

und PI-Kinase-verwandter Ptoteine aus andeten Spezies (S. quentiell crfolgen. Fiir die hieizu angewendete Methode des 

cervisiae, Humanzellen) miteinander veiglichen und festge- URA-Blastings (Fonzi und Irwine (1993), Genetics 

stellt, daB in alien Proteinen Beteiche existieren, die eine to 134: 717-728) wuiden am 3 - und S'-Ende des Gens etwa 

groBe Ahnlichkeit zeigen. Dabd handelt es sich vor aUem 250 bp gioBe Fragmente amplifi^ert, deren iiberfaangende 

um die Lipidkinase-Domane. Aus zwd Bereichen konser* Enden Kestriktionsorte endialten, niit Hilfe deter diese vor 

vierler AiiiinosUuren warden unter Beriicksichligung der bzw. hinler die hisG-URA-hit^-Kasselle des Disruptions- 

spezifischen ('odon-Nutzung in C, albicans K^-Primer ab- vektors pMB7 kloniert werden konnten. Die klonierten Ab- 

geleitet Mit Ililfe der Polymerasekettenreaktion konnte da- 15 schnitte enthielten 25 bzw. 150 bp codierende Sequenz. Das 

mit cin 444 bp-Produkt ampUfiziert werden, welches klo- rcsultierendc Piasmid wuide in den URA-negativen C. albi- 

niert und sequenziert wurde. Die Untersucbung der Homo- cans-Stamm CAI4 transformiert Anschliefiend wurden auf 

logie des PCR-Produktes zu hekannten PI-Kinasesequen/en Minimalagarplalten (ohne Uridin) bei 28*C uridinprololro- 

crgab eine 65%ige Homologie zu Vps34p aus S. ccrcvisiae phe IVansformantea selekiiert. Das Replacement eines 

auf Aminosaureebene. 20 CaVPS34-Allels durch den URA-Blaster erfolgte uber die 

Um den gesamien oflfenen Leserahmen zu erhalien, homolpge Rekombination der chromosomalen Enden. Um 

wurdc mil dcm klonierten PCR-Produkt als Sonde cine C. dicsc Vcrfahrcnswcisc auch auf das zwcitc Allcl anwcndcn 

albicans 1161 Fbsmid Genbank (konsiruiert von M. Stratli- zu konnen, muBte zunadist die Uridinauxotrophie der hete- 

inann, Stanford, U.S.A.) gescreent. Die positiven Klone rozygolen CaVPS34-Muiante wiederhergeslelli werden. 

wurden mitlels Southem-Hybridisiemng weiter analysierl 25 Das wurde durch Selektion mit Hilfe von 5-FluorooLsaure 

und ein Fragment mit einer GroBe von 7 kb in den Vektor crreicht Untcr diesen Bedingungen wachscn nur solche 

pUC 19 subkloniert (hinterlegt als Piasmid pKHl in Hsche- IVansformanten, die das URA3-Gen durch intrachromoso- 

richia coli XL 1 Blue bei der Deutschen Sammlung von Mi- male Rekombination wieder verloren haben, Mit einer so 

kroorganismcn und Zcllkulturcn GmbH DSMZ, Maschcro- gewonncncn Ura'-Mutantc erfolgte cine cmcutc Transfor- 

derWeg lb, D-3 8 124 Braunschweig, am 1.9. 1998 unto: der 30 mation, deren Ergebnis die Selektion uridinprotottopher 

NunuuerDSM 12398 nach den Bestiimnungen des Budape- Muuinten war. Alle erhallenen Mutanten wurden millds 

ster Vertrages). Nach der kompleiten Sequenzierung des Southemanalyse QberprOft Dabei konnte bestatigt werden. 

Gens konnte ein ofFener Leserahmen von 3060 bp identifi- daB ein bzw. beide Allele von CaVPS34 disruptiert worden 

ziert werden (Eck, R.; Beer, K.; Wetzker, R.: EMBL-Daten- sind. Die Lebensfahigkeit der homozygoten Mutantc zeigt, 

bank-Eintragsnummer Y09043). Dieser kodiert fiir ein Pro 35 daB es sich bei CaVPS34 in C albicans nicht um ein essen- 

tein von 1020 AminosSuren mit einem berechneten Moleku- tielles (Jen handelt. 
largcwicht von 118 kDa. Die Homologie zu ScVps34p aus 

S. cerevisiae betragt uber das gesamte Gen auf Aminosau- Moq^lpgische Charakteristerung der Mutanten 
reebene 47%. Der C-terminale Teil des Gens, welcher die 

Lipidkina.scdomanc cnthalt, wcist 65% Homologie auf. 40 Rs erfolgte die phanotypischc Chamktcrisicrung der Mu- 
tanten. Zunachst wuiden dabd moiphologische Charakteri- 

Untersuchung der Expression von CaVPS34 stika va;glicfaen. Fiir die lichtmikroskopische Untersucbung 

wurde der diffeientielle Int^erenzkontrast (Nomarski) ein- 

Dic Expression des Gens wurde unter verschiedenen gesetzt Dabei zcigte die heterozygote Mutante keinen Un- 

Wachsmmsbcdingungen Cremperatur 28X\ 37°C; Hyphe- 45 terschied zum Wildtyp. Die Zellen der NuUmutantc weisen 

ninduktion mitiels Senim oder N-Acetylglucosamin) analy- jedoch zu dnem hohen Ptozentsatz stark yeigr56erte Va- 

siert, um die Regulation der Expression von CaVPS34 7.u kuolen auf, wobd fast das gesamte T Aimen der Tellen durch 

untersuchen. Dazu wurde nach verschiedenen Zeiten (0, 15, die Vakuolen ausgefiillt ist. Auch die Zellen sind gegenUber 

30, 60, 120, 180 min) der Anteil von Hyphenzellen be- denen des Wildsiammes vcrgidBcrt Mit Hilfe eines fluores- 

stimmt und Gesamt-RNA isolierL Gleiche Mengen RNA 50 sderendcn Vakuolenfaibstofife {CeUIYacker Blue, Molecular 

wurden einer Northcraanalyse unterzogen. Die Hybridisic- Probes), welcher sich selektiv in den Vakuolen akkumuliert, 

rung erfolgte unter stringenten Bedingungen mit einer konnte dieser Effekt fluoieszenzmikroskopisch daigestellt 

3,0 kb-Bsml-Sonde von CaVPS34. Dabei konnte ein 3,5 kb- werden. 
Transkript idendfiziert warden, dessen (irSBe mit der Lange 

des Gens einschliefilich untranslatierter Regionen uberein- 55 Untersucbung des Wachstums der Mutanten 
stimmt. Die Quantifizierung der IVanskriptabundanzen er- 

gab eine schwache Expression Qovf abundancy Gen) unter Das Wachstum beider Mutanten wurde in Komplexme- 

allen getesteten Wachstumsbedingungen und Zeiren im Ver- dium (YHPD) bei 28**C vet^leichend zum Wiidtypstamm 

gleich zur Expression des Aktingcns (Kontrolie), Das Tran- untersucht. Dazu wurden Wachstumskurven uber einen 

skriptionsmuster zeigt weiterhin die Regulation der Hxpres- 60 Zeitraum von 90 h aufgenoaunen. Die spezilischen Wachs- 

sionstarke von CaVPS34 in Abhangigkeit vom Wachstum. tumsraten und Verdopplungszeiten fUr das exponentielle 

Auf cincm schr nicdrigcn Exprcssionslcvcl wird CaVPS34 Wachsmm von Wildtyp und hctcrozygotcr Mutantc sind 

in C. albicans konstitutiv exprimiert. Unter Bedingungen gl^ch, wahrend die NuUmutante ein verlangsamtes Wachs- 

sehr slarken Wachstums (exponentielle Phase) erfolgt inner- turn aufweisL Das Verhaltnis der Verdopplungszeiten be- 

halb von 120 min ein Ansueg der Expressionsstarke auf das 65 tragt 1 (Wildtyp): 1 (Hetrozygote): 1,8 (NuUmutante). 
8 bis 9fache. Werden Hyphen induziert, erfolgt bereits in- 
nerhalb von 60 min eine Verzelinfachung der Transkripta- 
bundanz. 
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Vergleich der Hyphenbildung des Wildtyps und der Mutan- 

ten 

Die Fahigkeit von C. albicans. Hyphen zu bilden, wild als 
ein wichtiger Vinilenzfaklor diskutieit. In diesem Zusam- 
menhang wurde tiberprtift ob die CaVPS34-Mutanten nocb 
in der T^c jnnd, den morphologischcn Switch vom SproBn 
zellwacbstum zum hyphalen Wachstum (Dimoiphismus) 
auszufiihren. Dazu wucde unter den Bedingungen einer 
RUssigkultur in Vollmedium (YEPD) bei Sl^'C und unter 
Zugabe von 15% fotalem Kalbmenim die Hyphenbildung 
im Vergleich zum Wildiyp untersucht. Wiederum waren 
zwischen dem Wildiyp und der heleruzygoten Muianle 
keine Unterschiede feststellbar. Die Nullmutante zeigte je- 
doch eine Verzogerung bei der Bildung von Hyphen. Nach 
30 min Inkubation waten 50% der Zellen des Wildtypstam- 
mes zum Hyphenwachstum tibergegangen, die Nullmutante 
erreichte diesen Anteil an Hyphenzellen dagegen erst nach, 
110 min. Auch in den Hyphen der Nullmutante lieBen sich 
vergroBerte Vakuolen erkennen. 

Untcrsuchung der Mutantcn auf osmotischc Scnsidvitat 

Die Testung der Mulanlen aufResdslenz bzw. Sensid vital 
gegenUher osmotischem Strefl erhrachte folgendes Rrgeb- 
nis: Wahrend der Wildstamm und die Heterozygote bei 1 M 
und 1^ M NaCl auf Komplexagar normal wuchsen, war das 
Wachstum der Nullmutante deutlich gehemmt. Derselbe Ef- 
fckt war bei 1 M und 1,5 M KCl zu bcobachtcn. Dicsc man- 
gelnde Anpassung an den osmotischen StreB ist wahrschein- 
lich auf die eingeschranku^ Funklionsfahigkeit der Vakuole 
in der Nullmutante zurUckzuftihren. 

Untersuchung des Adharenzverfaaltens der Mutanten 

Der Assay wurde in MikrotitCTplaltenformat durchge- 
fuhrt Dabei wurden zwci verschiedene 2^11inien verwendet 
(Ly929 Fibroblasten aus Mausen und HeLa-KarzinomzeL- 
len). Nach dem Beschicken der Mikrotiteiplatten mit den 
cntsprcchcndcn Zcllcn, wurden dicsc 96 h inkubicrt. Da- 
nach wurde das Medium entfemt und die Zellen gewaschen. 
AnschlieBend eifolgte die Zugabe der Candida-Zellen (2 x 
10^ Zellen/ml in Sabouraud-Medium +15% fotales Kalber- 
serum) und eine zweistundige Inkubation der Kulturen bei 
3TC. AnschUeBcnd erfolgte die Karbung der Candida-Zel- 
len durch die Zugabe von 20 pg/ml Calcofluor-wlute und 
eine nochmalige 30 miniitige Inkubation bei 37®C. Nach 
mehrf achem Waschen der Testansatze verblieben nur adha- 
rierte Zellen auf der Mikrodterplatte, deren Ruoreszenz im 
FluoreszenzmeBgerSt vermessen werden konnte. Ausge- 
druckt in relativen Fluoreszenzeinheiten erfaalt man beim 
Vergleich des Wildtypstammes mit der Nullmutante ein Ver- 
hallnis von 100 : 2,5. Die Adharenz der Mulanlenzellen ist 
also fast vollsUindig gehemmt. 

^ruienztests 

Hs wurden sechs Wochen alte mannliche NMRT-Maase 
(Harlan- Winkelmann, Borchen) eingesetzt, die zu je funf 
'lleren in einem Katig gehalten und jeden 'i^g kontrolliert 
wurden. Fur die Virulenztests wurde C. albicans in Sabou- 
raud-Mcdium bis zur spatcn logarithmischcn Phase kulti- 
viert, daiuj dreimal mit physiologischer Kochsalzlosung ge- 
waschen und auf eine Zellzahl von 1 x lO^/iiil eingeslellL 

Die Applikauon der Keime in die Mause erfolgte in 
200 pi physiologischer NaCl-Losung in die Schwanzvene 
der Tiere. Dabei wurden jeweils fiinf Mause pro Versuch mit 
derselben Anzahl an Keimen inokuliert Die pro Her ge- 



wahlten Keimzahlen betrugen 5 X 10^ 5 x lO^ und 5 x 10^. 
Als Konax>lle wuide fUnf M&usen 200 Ml Puffer gespritzt. 

Per Veigleich erfolgte zwischen dem Wildtypstamm (SC 
5314), der uridinprotouophen Einfachmutante 

5 (CAl4Avps34/VPS34) und der uridinprototrophen Nullmu- 
tante (CA14Avps34/Avps34). t)ber den gesamtien Verlauf 
der Vcrsuche von jeweils drci Wochen wurden die MSusc ro> 
geimaBig gewogen und MuBeilich auf ihren Gesundheitszu- 
stand untersucht £s wurden insgesamt diei zeitiich imab- 

10 hangige Vcrsuche durchgeftihrt. Die t^glichen Oberlebens- 
raten von der mit dem Wddtypstanun bzw. der Nullmutante 
inHzierten Mause sind in Abb. 1 dargestellt 

Nach Applikadon des Wildlyp-Stanmis SC 5314 in der 
hdchsten Keimzahl erfolgte ein sehr rasches Abstecfoen der 

15 Here, so daB nach vier Tkgen alle Mause verstorben waren. 
Das ist auf eine durch C. albicans ausgeloste Sepsis zuriick- 
zufUhren. Die mittlere Keimzahl lieB die Oberlebensrate 
nach sechs Tagen auf 20% absinken, ein Hffekt, der ehen- 
falls der Sepsis zuzuordnen ist. Die niedrigsle Keimzahl 

20 zeigt einen langsameren Krankheitsverlauf. Hier war die 
tiberlebensrate nach 12 Tagen auf 35% abgesimken. Als Ur- 
sachc dieses Vcrlaufcs ist cine Nictcncandidosis anzuschcn. 
Dabei kommt es zu einer systemischen Infektton durch C. 
albicans mil anschlieBendem Organ versagen der Nieren. 

25 Bei AbschluB des Versuches nach 20 Tagen hetrug die tJber- 
lebensrate 15%. Die Uberlebenden Mause wurden abgetdtet 
imd auf die Belastung ihrer Nieren mit C. albicans unter- 
sucht Dazu wurden die Nieren herausprapariert, gewogen, 
in 3 ml Puffer aufgcnommcn, anschlicBcnd zcnnorscrt und 

W in verschiedenen Vcrdunnungen auf Komplexagar ausplat- 
liert So konnle die Keimzahl von Candida in den Nieren 
festgestellt werden. £s zeigte sich, daB auch die Nieren der 
uberlebenden Here sehr stark mit Candida beiastet waren. 
Der Verlauf des Infektionsversuches mit der Einfachmu- 

35 tante ist in den beiden hOheren Keimzahlen im wesentlicben 
mit dem des Wildtyps veigleichbar. Auch hier kommt es auf 
Grund dner Sepsis zum raschen Absterben der Here. Der 
Krankheitsvedauf bei der niedrigsten Koozentration ist je- 
doch im Veigleich. zum ^Idtyp verz6gerL Nach 12 Tagen 

40 tibcrlcbtcn noch 55% der Mausa Bis zum Hndc des Versu- 
ches verringeite sich die Uberlebensrate noch einmal auf 
25% und lag danut doppelt so hoch wie beim Wildtyp- Ver- 
such. Diese Ergebnisse zdgen, daB das Krankbeitsbild der 
Nierencandidosis in der heterozygoten Mutante langsamer 

45 ausgcpragt wird. Das spricht da^, daB die >^lenz dieser 
Mutanten in bezug auf eine systemische Infekdon einge- 
schrankt ist 

Nach Applikadon der Nullmutante konnte in alien drei 
Konzentrationen keinerlei Krankbeitsbild bei den Mausen 

SO festgestellt werden. Die Oberlebensraten nach 20 Ibgen be- 
trugen 100%. Damit wurde deutlich gezcigt, dafi CaVPS34- 
Nullmutanten im Maus-Candidosis-Modell a\drulent sind, 
Je drei Mause pro Keimzahl und Versuch wurden auf eine 
mogliche (^dida-Belastung der Nieren getestet (wie be- 

55 reits fur den Wildstamm beschrieben), wobei wiederum kein 
Befall festgestellt werden koimte. 

Parallel zu den Virulenzversuchen wurden je drei Mause 
pro Wildstamm, Einfachmutante und Nullmutante mit der 
Keimzahl von 5x10^ Zellen inokuliert und nach drei Tagen 

60 abgetdtet, urn die Nieren nach Hatnahme zu untersuchen. 
Am h5chsten war die Candida-Keimzahl in den Nieren der 
Hcrcn, wclchc den Wildstanun applizicrl bckotnmcn hattcn. 
Die Keimzahl in den Nieien der mit der Einfachmutante be- 
lastelen Mause belrug nur ein Vierlel davon. Die Besiedlung 

65 der Nieren durch (!andida-Zellen, denen ein Allel von 
CaVPS34 fehlt, erfolgt also langsamer. In den Nieren der 
Mause, denen die CaVPS34-Nullmutante appliziert wurde, 
war C. albicans nach drei Tagen uberhaupt nicht nachweis- 
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bar. Da auch die Mause des Infektionsversuches Uber 20 
l^ge nach AbschluB kdnerlei CandidarBesiedlung der Nie- 
ren aufwieseo* konate gezeigt werden» dafi (!aVPS34 fUr die 
Besiedlung der Nietea mit C albicans und die V^lenz im 
Mausmodell essentiell ist 

PT 3-Kinasc-Untjcrsuchungcn 

FUr die Etabliening eioes PI 3-Kinase-Assays mit C. albi- 
cans wurde untersucht, welche PI 3-KinaseaktiWtMten in 
WUdstanun und Nullmutante vorliegen. Dazu wuiden Pro- 
teinrohextrakte aus Zdlen heigesteUt, die bei 2$^C in Kom- 
plexiuediuin bis zur mitQeren logarithiiiischen Phase ge- 
wachsen waien. Die Robextrakte wuiden durch IJltrazentri- 
fugation in cytosoliscbe und membranose Fraktionen ge- 
trennt. Jeweils 4 pg Plotdn der einzelnen Fraktionen wur- 
den filr den PI 3- Kinase- Assay eingesetzt. Die 50 pl-An- 
sat7e bestanden aus 20 mM HEPF^, pH 7,5; 10 mM MgPz; 
0,2 mg/ml ultraschaUbchandeltem Phosphatidylinositol; 
CO |iM ATP; 10 If^^FJ A'lP und 4 pg Gesamtprotein, 
Nach 5 min Inkubationszeit bei 25*'(' wurden die Reaktio- 
ncn mit 1 M HCl abgcstoppt und die Lipidc mit Chloroform/ 
Methanol (I : I) extrahiert Es erfolgte die Auftrennung und 
Deteklion der Reaklionsprudukle iidUels Dunnschichlchro- 
matografie. Als Kontrolle wurde ein PT 3-Kina.sestandard 
mitgefuhrt Im Wildstamm war<lic PI 3-Kinaseaktivitat der 
Membranfraktion hoher als die des Cytosols. Die Nullmu- 
tante zeigte eine geringe PI 3-Kinase-Restaktivitat. Durch 
Zugabc von Phosphatidylinositol(4)phosphat und Phospha- 
tidyUnositol(4,5)bisphosphat rum beschricbencn PI 3-Ki- 
nase-Assay wurde das SubstraUpeklrum der in C. albicans 
vorkommenden PI 3-Kinase(n) untersucht. Vniet den ge- 
wahlten Bedingungcn wuide ausschlieBlich Phosphatidyli- 
nositol phosphoryliert. 

In einem weiteren Versuch wurde die Hemmbarkeit mit 
dem PI 3-Kinaseinhibitor Wortmannin untersucht. Die PI 3- 
Kinaseaktivitat der Ptoteinextrakte des Wildstamms wurde 
durch 10 yM Wortmannin deutlich gehemmt. 

Ausfuhningshcispicl (Bcispicl fiir cin Scrccningvcrfahrcn) 

1. Gewinnung von CaVps34p fiir den Einsatz im PI 3-Ki- 

nase-Assay 

1.1. Gewinnung von Proteinrc^extrakten bzw. von einzel- 

nen I^otein&aktionen 

C. albicans SC 5314 wild bis zur mitdcrcn logarithmi- 
schen Phase in YEPD-Medium kultiviert. Die Zellen wer- 
den abzentrifiigiert und 2 mal in 1 x PBS-Puffer gewaschen. 
AnschlieBend werdcn sie in Extraktionspuffer aufgenom- 
men (0,1 M KCl, 15 mM HEPES pH 7,5, 3 mM EGTA, 10% 
GlyceioU 1 mM PMSF, 1 fig/ml Pepstalin, Ptoteaseinhibilo- 
renoocktail) und nach Zugabe von Glasperlen im Bead-Bea- 
ter aufgeschlossen. Das Lysat wild durch 2^ntrifugation bei 
4800 rpm geklart. Im H 3-Kinase- Assay kann nun der Pro- 
teinrohextiakl uder aber eine der beiden durch zusalzUche 
Uluw«nrriftigation bei 100000 x g aufgetrennten Fraktio- 
nen (cytosolische Frakdon, Membranfraktion) eingesetzt 
wecden. Hs werden jeweils 4 pg Gesamtprotein pro MeBan- 
satz im PI 3-Kinase-Assay eingesetzt. 

1.2. Hcrstellung von CaVps34p als rekombinantes Protein 

Fiir die rekombinante Herstellung des Proteins wird der 
Expiessionsvektor pESPl (STRATAGENE) aus S. pombe 
verwendet. CaVPS34 wird mit Hilfe entsprechender Primer 
und dem Plasmid pKEl (DSMZ-Eintragsnummer 12398) 



als 'Dsmplate mittels PCR amplifiziert und uber BamHI und 
Smal im richtigen Leserahmen in diesen Vektor kloniert. 
Die klonierte proteinkodieceade Sequenz befindet sich da- 
mit hinter dem Glutatfaion-S-'IVansferase(GST)-Teil und 

5 witd als Fusionsprotein mit GST exprimiect Die Expression 
erfolgt in dem Leu -Stamm S. pombe SP-QOl. Mit dem im 
Vektor cnthaltcncn TiCu-Gcn aus S. ccrcvisiac als Sclckti- 
onsmarker kann diese Auxotiophie komplementiert werden. 
Die Induktion erfolgt dutch Wachstum in EMM-Medium 

10 obne Thiamin, da pESPl eineo durch Thiamin reprimierfoa- 
ren Promoter entfaalt Der AnfschluB der Zellen wird in 
PBST-Puffer unter Zugabe von Proteasehemmem duich 
Vortexieren mil Glasperlen eneichL Die ZeUlriimmer wer- 
den abzenUifugiert und das ftotein aus dem Dberstand mit 

15 inife von Glutathion-Sepharose aufgereinigt. 

1.3. Gewinnung von CaVps34p mittels nativer ImmunprSzi- 
pitation aus Tellextrakten von C. albicans 

20 Die native Immunprazipitation der PI 3-Kinase aus C. al- 
bicans erfolgt nach der in der Literatur (Stack et al., log. cit.) 
fiir ScVps34p aus S. ccrcvisiac beschricbencn Mcthodc. C 
albicans SC 5314 wild bis zur mittleren logarithmischen 
Phase bei 28*'C in YEPD-Medium kullivierl. Nach dem Ab- 

25 zentrifugieren und Waschen der Zellen, werden diese in kal- 
tem TBS-Puffer (140 mM NaQ, 25 mM TCs-HCI. pH 7,4) 
in Gegenwart von Proteaseinhibitoren (1 mM PMSH 
1 pg/ml Pepstatin, Proteaseinhibitorcocktail) aufgenommen 
und mit Hilfc von Glasperlen (0 0,5 mm) in cincm Bcad- 

30 Beater aufgeschlossen. Das Lysat wird bei 13 (XX) x g 2 min 
zenuifugiert (4°C) und uber Protein A-Sepharose vorgerei- 
nigt AnschlieBend erfolgt fOr 2 4 h bei 4*C die Inkubation 
mil CaVps34p-spezifischem Antiserum. Die prazipitierten 
Immunkomplexe werden uber Protein A-Sepharose gerei- 

35 nigl und mehrmals mit TBS-Puffer gewaschen. 

2. PI 3-Kinase-Assay im Mikrotit^lattenformat 

Um in kurzer Zeit sehr viele Substanzm auf ihie mOgli- 

40 chc inhibilDrischc Wirkung auf die PhosphatidylinoRitol 3- 
Kinase test^i zu konnen (high-throughput-screening), wer- 
den die Assays in MikrotiterpLatten dutchgefuhtt Ein sol- 
cher Ansatz (50 ^1) besteht aus folgenden Komponenten: 20 
mM HEPES, pH 7,5; 10 mM MgQa; 0,2 mg/ml ulnraschall- 

45 behandeltes Phosphatidylinodtol; 60}iM A1*P; lOfiCi \j- 
^^F] ATP; 0,2-0,5 ODeoo-Aquivalente immunpr^zipitienes 
CaVps34p Oder 4 pg Gesamtprotein. Die ReakdonsansStze 
werden in verschiedenen Konzentrationen nut den zu testen- 
den Substanzen versetzt und 5 min bei 25"C vorinkubiert 

50 Durch Zugabe von ATP wird die Reaktion gestartet. Nach 
5 min bei 25°C wird die Reaktion durch die Zugabe von 
80 pi 1 M HQ abgestoppt, und mit 160 pi Chloroform/Me- 
ihanol (1 : 1) weiden die Lipide exlrahieil. Die organische 
Phase, welche die lipide enthalt, wird schlieBlich eingeengt 

55 und mit 250 pi eines Scintillators (z. B. CytoScint von ICN) 
versetzt. Mittels eines Scintiliationscounters kann nun der 
Anteil des eingebaulen ^^P vemiessen werden. Als Standard 
Tum Vei^leich wird ein PT 3-Kinase-Assay ohne Zugabe ei- 
ner zu testenden Substanz mitgefuhrt. Liegt der gemessene 

60 Wert fiir den Einbau von radioaktivem Phosphor bei einem 
Ansatz mit dner Tesisubsianz unter dem Wert des PI 3-Ki- 
nasc-Standards, so hat diese Substanz cine inhibitoriscbc 
Wrkung auf die PI 3-Kinase. Als Standard fiir die inhibito- 
rische Wiikung einer Substanz auf die PI 3-KinaseakdviUit 

65 wird Wortmannin als PI 3-Kinase-Inhibitor eingesetzt. Wei- 
tere Kontrollansatze sind Assays, die nur mit den Losungs- 
millein der Substanzen (z. B, DMSO) vorinkubiert werden. 
Damit soil ausgeschlossen w^en, dafi die PI 3- Kinase- Ak- 



DE 199 42 268 A 1 

15 16 



tivdtat bereits dutch den EinfluB von Losungsmitteln beein- 
trdchtigt wird. 

3. Bereitstellung eines Tesddts ftir die Durchfuhning von PI 
3-Kinase- Assays zum Screening nacb Inhibitoren der Pi' 3- S 

Kinase aus C. albicans 

Der Kit enthalt a) die PI 3-Kinase aus C. albicans auf ei* 
nem Expressionsvektor (pESPl) in lekombinanten S. 
pombe SP'QOl-Zellen, aus denen die PI 3-Kinase nach In- lO 
duktion der Expression unter Verwendung von Standardpro- 
zeduren isoliert werden kann; oder aber das bmits gerei- 
nigle rekumbiDanie Protein and b) ein Lipidgemisch aus 
Phosphatidylinositol, Phosphatidylcholin, Phosphatidylse- 
lin, Phosphoetbanolamin und Sphingomyelin als Substrat, 15 
c) ein Gemisch aus ATP und fy-^^l ATP als Phosphotylie- 
rungsreagenz und d) den Reaktionspuffer, bestehend aus 20 
mM HEPFS. pH 7,5 und 10 mM MgClj. 

Experimentelle Protokolle, die im Zusammenhang mit 
der vorliegenden Hrfindung verwendet aber nicht beschrie- 20 
ben wurden, sind in der Literatur als Standaidmethoden be- 
schricbcn (z. B. Sambrook ct al., Molecular Ooning, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Ausubci et al.. Cur- 
rent Prutocols in Molecular Biology, John Wiley, 1995). 

75 

Patentanspriiche 

1. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen zum 
Screening nach antifungal wirksamcn Substanzcn. 

2. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinascn gemaB 30 
Anspruch 1, gekennzeichnel dadurch, dafi das Scree- 
ning in einem zellfreien Testsystem erfolgi. 

3. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB das Scree- 
ning in einem zeDularen Testsystem erfolgl. 35 

4. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB die PI 3-Ki- 
nase aus einem pilzlichen Organismus, ausgewahlt aus 
der Gruppe der humanpathogenen Pilze wie Candida 
albicans, C. stcUatoidca, C. tmpicalis, C. parapsilosis, 40 
C. krusei, C, glabrata, C. pseudotropicaiis, C. guiU»- 
mondii, C. rugosa, Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. 
niger, A. nidulans, A. teneus, Rhizopus <»7zae, Absi- 
dia corymbifera, A. ramosa, Mucor pusillus, TKcho- 
phyton mentagrophytes, T. rubrum, Bpidermophyton 45 
floocosum und Microsporum canis, stanumt. 

5. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 4, gekennzeichnet dadurch, daB es sich bei 
der PI 3-Kinase um CaVps34p aus Candida albicans 
handelc. 50 

6. Verwendung von pibdichen PI 3-Kinasen gemSB 
Anspruch I, gekennzrachnet dadurch, daB die verwen- 
dele PI 3-Kinase aus einem Organismus der Gruppe der 
nicht humanpathogenen Pilze ausgewShlt wird. 

7. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemSB 55 
Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
slem ein zeUIreies System zur Besdimuung der PI 3- 
Kinaseakdvitat unter dem EinfluB zu testender Sub- 
stanzcn ist. 

8. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 60 
Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
stem cin zcUfrcics System zur Bcsdmmung der Lipid- 
bindungsakti vitat der PI 3-Kinase unter dem EinfluB zu 
testender Substanzen ist. 

9. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 65 
Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
stem ein zeUfreies System zur Bestimmung der Pro- 
teinkinaseakdvitat der PI 3-Kinase unter dem EinfluB 



zu testender Substanzeo ist 

10. Verwendung von pilzlichen H 3-Kinasen gemaB 
Ansprudi 2, gekennzeichnet dadurch, daB das Tbscsy- 
stem cin zeU&eies System zur Bestimmung der Auto- 
phosphorylicrung der P[ 3-Kinasen unter dem HnfluB 
zu testender Substanzeo ist 

1 1 . Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinascn gemaB 
Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daB das Ibstsy- 
stem ein zellfieies System zur Untersuchung der Inter- 
aktionen pilzUcher PI 3-Kinasen mit anderen Protdnen 
unter dem EinfluB zu testender Substanzen ist 

12. Verwendung vom pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Amqmidi 3, gekennzeichnet dadurch, daB das Ibstsy- 
stem ein zellulares System zur Untersuchung d^ Wir- 
kung von Substanzen auf einen eine PI 3-Kinase uber- 
exprimierenden Pilzstamm im Vergleich zu einem Re- 
ferenzstamm ist 

13. Verwendung von pilzlichen PT 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 3, gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
stem ein zellulares System zur Untersuchung der Inter- 
akdonen pilzlicher PI 3-Kinasen mit anderen Protdnen 
unter dem EinfluB zu testender Substanzen ist 

14. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Ansprudi 3, gekennzdchnet dadurch, daB das IVslsy- 
stem ein zellulares System zur Untersuchung des Ein- 
flusses zu testender Substanzen auf die IVanskripdon 
von Genen pilzlicher PI 3-Kinasen ist 

15. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gem^ 
Anspruch 1, gekennzdchnet dadurch, daB zcUfrdc 
Testsystcme zur Untersuchung der inhibitoiischen Wir- 
kung von Substanzen auf die Phosphatidylinositol 3- 
Kinaseaktivicat aus eii^m pilzlichen Organismus ein> 
gesetzt werden, wobd die Ibstsysteme aus folgenden 
Komponenten bestehen: 

a) PI 3-Kinase 

b) Substrat (Lipidgemisch, mindestens enthal- 
tend Phosphatidylinositol) 

c) Reaktionspuffer 

d) zu testende Substanz. 

16. Verwendung von pilzlichen PT 3-Kinascn gcmafi 
Anq>ruch 1, gekeimzdchnet dadurch, daB zeilfrde 
Ibstsysteme zur Untersuchung der inhibitorischeo 
kung von Substanzen auf die LipidbindungsakdvitSt 
pilzlicher PI 3-Kinasea in einem EUSA-lbst einge- 
setzt werden, wobd das 'Ibstsystem aus folgenden 
Komponenten besteht: 

a) oherflachenfixierte.s Phasphatidylinositol 

b) PI 3-Kinase 

c) Antikorper gegea PI 3-Kinase 

d) enzymkonjugi^ter And-IgG-Antikdrper 

e) Blocking-Reagenzien 

f) Wasch-Substanzen 
d) zu testende Substanz. 

17. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 1, gekennzdchnet dadurch, dafi zeilfrde 
Ibstsysteme zur Untersuchung der inhibitorischen ^u- 
kung von Substanzen auf die Proteinkinaseakd vitat 
pilzlicher PT 3-Kinasen eingesetzt weitlen, wobd das 
Testsystem aus folgenden Komponenten besteht: 

a) PI 3-Kinase 

b) Proteinsubstrat der PI 3-Kinase 

c) Rcakdonspuffcr 

d) zu testende Substanz. 

18. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen geuLaB 
Anspruch 1, gekennzdchnet dadurch, daB zeilfrde 
Testsysteme zur Untersuchung der inhibitorischen Vf^- 
kung von Substanzeo auf die Proteinkinaseakdvitat 
pilzlicher PI 3-Kinasen in einem ELISA-Assay einge- 
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setzt wcrdcn, wobei das Testsystem aus folgendcn 
Komponenten bestebt: 

a) PI 3-Kinase 

b) PtoteinsubstratderH 3-Kinase 

c) Antikorpergegeneinephosphoiylierte Aminos 5 
sSure 

d) cny.ymkonjugiCTtcr Anri-TgG-Antikftrpcr 

e) Blocking-ReagCDzien 

f) Wasch-Substanzen 

g) zu testende Substanz. to 

19. Vcrwcndung von pilzlichen PI 3-Kinasen gcmaB 
Anspruch I, gekennzeichnet daduich, da6 zellfieie 
Tbslsysleiue zur Unlersuchung der inhibitorischen Wir- 
kiing von Substanzen auf die Autophosphorylierung 
von pilzlichen PI 3-Kinascn eingcsetzt werden, wobei 15 
das Testsystem aus fotgenden Komponenten bestebt: 

a) PI 3-Kinase 

b) "ReaktionspufFer 

c) zu testende Substanz. 

20. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 20 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dafi zell&eie 
Tcstsystcmc zur Unlcrsuchung dor inhibitorischcn Wir- 
kung von Substanzen auf die Autophosphoryliening 
von pilzlichen PI 3-Kinasen in eineiu ELISA-Tesl ein- 
gesetzt. werden, wobei das TesLsystem aus folgenden 25 
Komponenten bestebt: 

a) PI 3-Kinase 

b) Antikorper gegen eine phosphorylierte Ami- 
nosaurc 

c) enzymkonjugiertcr Anti-IgG-Antikorper 30 

d) Blocking-Reagenzien 

e) Wasch-Substanzen 

f) zu testende Substanz. 

21. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem 
zeUfi:eien Ibstsystem gemMfi Anspruch 2« gekennzdch- 3S 
net dadurch, dafi die verwendete PI 3-Kinase als Kom- 
ponente eines Pioteinrohextraktes vorUegt 

22. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem 
zellfireien Testsystem gemSfi Anspruch 2, gekennzdch- 
net dadurch, dafi die PT 3-Ktnasc aus Zellcxtraktcn von 40 
C. albicans mittels ImmunprazipitatiQn mit Hilfe eines 
Antikorpers gegen diesfe PI 3-Kinase gewonnen vmd, 

23. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem 
zellfireien Testsystem gemafi Anspruch 2, gekennzeich- 
net dadurch, dafi die PI 3-Kinase aus C. albicans aus 45 
Zellextrakten von C albicans- odei S. cerevisiae-St^- 
men immunprgzipitiert wird, welche diese zus^tzlich 
von einem Multicopy-Plasmid exprimieren. 

24. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem 
zellfreien l^tsystem gemafi Anspruch 2, gekennzdch- so 
net dadurch, dafi die PI 3-Kinase als rekombinantes 
Protein in dnem gedgneten Expressionssystem hetge- 
slelll und in gereinigler Form im Assay eingeselzt wild. 

25. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem 
zellfireien Testsystem gemafi Anspruch 2, gekennzdch- 55 
net dadurch, dafi die PI 3-Kinase durch partieLie Reini- 
gung mittels AimuoniuiiisulTainillung aus pilzlichen 
Zellextrakten gewonnen wird. 

26. Verwendung der PI 3-Kinase aus C. albicans als 
Target in einem zellularen Testsystem gemafi Anspruch 60 
3, gekennzeichnet dadurch, dafi der Einflufi der zu te- 
stcndcn Substanzcn auf das Wachstum cincs C. albi- 
cans-Stammes, der diese PI 3-Kinase auf einem Uber- 
expressionsvektor enlhalL, iiu Vergleich zu einem C. al- 
bicans-Stamm, der Dur den Ausgangsvektor enthalt, 65 
untcrsucht wird. 

27. Verwendung der PI 3-Kinase aus C. albicans als 
Target in einem zellularen Testsystem gemafi Anspruch 
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3, gekennzeichnet dadurch, dafi der Einflufi der zu te- 
stenden Substanzen auf das Wachstum eines C. albi- 
cans-Stammes, der diese PI 3-Kinase auf dnem oder 
mehieien Chcomosomen unter der Kontrolle eines star- 
' ken und/oder legulieibaren Promoters enthalt, im Ver- 
gleich zu einem C. albicans- Stamm, der nur die ^Id- 
typallclc enthalt, untcrsucht wird. 

28. Verwendung der PI 3-Kinase gemafi Anspruch 26 
und 27, wobei der Oberexpressions- und Referenz- 
stamm aus einem anderea pilzliche Organismus er- 
zeugt werden und die uberexprimierte PI 3-Kinase aus 
diesem Organismus stammt 

29. IVstkil zum Screening nach anlifungalen Sustan- 
zen, gekennzeichnet dadurch, dafi er eine pilzliche PI 
3-Kinase enthalt. 

30. Testkit gemafi Anspruch 29, gekennzeichnet da- 
durch, dafi er die Komponenten eines zellfreien PI 3- 
Kina.se-Te8tsystems enthalt, wobei die Komponenten 
sind: 

a) eine pUzUche PI 3-Kinase 

b) Substmt (lipidgemisch, mindestens enthal- 
tcnd Phosphatidylinositol) 

c) Gemisch aus ATP und fy-^^Pl ATP 

d) ReakllonspufTer. 

31. Testkit gemafi Anspruch 29, gekennzeichnet da- 
durch, dafi er die Komponenten eines zellularen Ibstsy- 
stems auf der Grundlage des Vergleichs des Wachstums 
eines PI 3-Kinase-Oberexpressionsstammes im Ver- 
gleich zu cincm Rcfcicnzstamm untcr dcm Einflufi zu 
lestender Substanzen enthSlt, wobei die Komponenten 
a) eine pilzliche PI 3-KiDase auf einem 'Obmxpiessi- 
onsvektor in einem entsprechenden pilzlichen Expres- 
sionsstamm, b) den entsprechenden pilzlichen Expres- 
sionsstamm mit dem Ausgangsvektor sind. 

32. Ibstkit gem^ Anspruch 29, gekennzeichnet da- 
durch, dafi er die Komponenten filr die in vitio Unter- 
suchtmg von Interaktionen einer pilzlichen PI 3-Kinase 
mit anderen IVotdneo enthalt, wobei die Komponenten 
dne pilzliche PI 3-Kinase imd ein interagierendes Pro- 
tein umfasscn. 

33. Ibstkit gemafi Anspruch 29, gekennzeichnet da- 
durch, dafi er die Komponenten fux ein Zweihybridsy- 
stem enthSlt, imifassend eine pilzliche PI 3-Kinase als 
Fusionsprotdn mit der DNA-Bindedomane eines IVan- 
skriptionsfaktors und das interagierende Protein als Ku- 
sionsprotein mit der Akdvierungsdomane dieses Ihrn- 
skriptionsfaktors. 

34. Testkit gemafi Anspruch 29, gekennzeichnet da- 
durch, dafi er die Komponenten fiir die Analyse der Ex- 
pression dner pilzlichen PI 3-Kinase mittels Reporter- 
genassays, umfassend den Promoterbereich einer pilz- 
lichen PI 3-Kinase fusioniert mit einem Repoctergen 
enihall. 
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